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RESUMEN 
En el Perú la mayoría de laboratorios no cuentan con equipos sofisticados como 
HPLC para determinar el grado de intoxicación por exposición al tolueno de 
trabajadores de muchas empresas, es por ello que se  realizó una estandarización  
e implementación de un método analítico para la determinación de ácido hipúrico 
en orina por espectrofotometría ultravioleta visible, con materiales y equipos más 
accesibles y menos  costosos en comparación a un HPLC, que pueda determinar 
cuantitativamente la contaminación en orina de ácido hipúrico (metabolito de 
tolueno) como indicador de contaminación. 
Las muestras se prepararon a partir de orinas de niños comprendidos entre 5 y     
7 años de edad (libres de ácido hipúrico), las cuales fueron contaminadas 
intencionalmente en diferentes concentraciones conocidas de ácido hipúrico, se 
analizaron con el método propuesto en la presente tesis, las cuales fueron leídas 
mediante espectrofotometría ultravioleta visible, considerando los parámetros de 
estandarización como: precisión, repetibilidad, exactitud, linealidad, 
reproducibilidad, límite de detección, límite de cuantificación, rango de aplicación, 
especificidad, dando como resultado una curva de calibración con coeficiente de 
determinación de 0,9989 y como coeficiente de variación 1,27 %, indicando así 
una estandarización satisfactoria. 
Palabras clave: tolueno, ácido hipúrico estandarización, linealidad, exactitud, 
respetabilidad, precisión, especificidad. 
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SUMMARY 
 
In Peru, most laboratories do not have sophisticated equipment such as HPLC to 
determine the degree of intoxication by toluene exposure of workers in many 
companies, so a standardization and the implementation of an analytical method 
for acid determination Hippuric In urine by visible ultraviolet spectrophotometry, 
with more accessible and less expensive materials and equipment compared to an 
HPLC, which can quantitatively determine urine contamination of hypothalamic 
acid (toluene metabolite) as an indicator of contamination. 
The samples were prepared from children between 5 and 7 years of age (free of 
hippuric acid), which were intentionally contaminated in different known 
concentrations of hippuric acid, were analyzed with the method proposed in the 
present thesis, the accuracy , repeatability, accuracy, linearity, reproducibility, limit 
of detection, limit of quantification, range of application, specificity, resulting in a 
calibration curve with coefficient of determination of 0.9989 and as coefficient of 
variation 1.27 %, thus indicating Satisfactory standardization. 
Key words: toluene, hippuric acid, standardization, linearity, accuracy, 
respectability, precision, specificity. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El tolueno es un hidrocarburo aromático muy utilizado como disolvente de 
sustancias en la industria de pinturas grasas, ceras, lacas, caucho y también muy 
usado en tintas de imprenta. Su acción tóxica sobre el organismo está en función 
de sus propiedades químicas, y en algunas áreas de trabajo son la principal fuente 
de riesgo de salud para los trabajadores. 1 
 
Debido al incremento de su uso, aquellos que manipulan esta sustancia están 
expuestos a una contaminación que puede afectar su salud y con el tiempo afectar 
su sistema nervioso central 2 ; es por ello que los laboratorios se ven obligados a 
contar con métodos más sencillos, que no le impliquen tiempos prolongados de 
análisis ni equipos costosos; por este motivo se presenta en este trabajo una 
estandarización e implementación de un método analítico para la determinación de 
ácido hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible que cumple con 
los parámetros de estandarización de un método analítico garantizando la 
confiabilidad de los resultados y del método propuesto. 
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HIPÓTESIS 
 
El método analítico para determinación de ácido hipúrico en orina por 
espectrofotometría ultravioleta visible permite determinar la concentración de 
ácido hipúrico con un alto grado de confiabilidad conforme a los parámetros de 
estandarización. 
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OBJETIVOS 
 
OBJETIVO GENERAL 
Estandarizar e implementar un método analítico para la determinación de ácido 
hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible a partir de parámetros 
estandarizados. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Determinar experimentalmente los parámetros de estandarización del método 
de determinación de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta 
visible: precisión, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, linealidad, límite de 
detección, límite de cuantificación, rango de aplicación, especificidad en 
función al coeficiente de variación. 
 
2. Implementar el método propuesto de determinación de ácido hipúrico en orina 
por espectrofotometría ultravioleta visible.  
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I. GENERALIDADES 
 
1.1. ANTECEDENTES 
En 1963, Charles J. Umberger y Frank F. Fiorese introdujeron un método 
colorimétrico para detectar ácido hipúrico basado en la reacción colorimétrica 
de éste ácido disuelto en piridina y bencenosulfonilcloruro (BSC). Para la 
aplicación de su método y determinación de ácido hipúrico en orina, este debe 
ser extraído de la orina mediante una extensiva purificación, además de que el 
ácido salicilúrico y otros aminoácidos pueden causar interferencia con éste 
método. El ácido hipúrico produce una coloración que varía desde anaranjado 
hasta rojo, esta coloración es determinada por la concentración. La detección 
del color se obtiene desde 0,3 µg de ácido hipúrico en 0,5 mL de la mezcla de 
reacción. La curva de absorción máxima para la solución roja disuelta en 
cloroformo se presenta a 420 nm a los tres minutos, pero disminuye 
gradualmente virando de rojo a naranja con una absorbancia máxima de          
380 nm a los 20 minutos.3 
En 1967, Kehl describió un método para la determinación de ácido hipúrico en 
orina, basándose en la formación de un derivado de bromina, el cual es poco 
sensible.4 
En 1972, Katsumano Tomokuni y Masana Ogata encontraron que el ácido 
hipúrico disuelto en una solución de agua y piridina en proporción 1:1 produce 
un color rojo anaranjado cuando se le adiciona BSC a temperatura ambiente 
(estándar de oro).  
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La absorción espectral del color muestra sólo una máxima de 410 nm y es 
totalmente diferente al color dado por el método de Umberger y Fiorese. Con 
esta reacción colorimétrica, ellos pudieron desarrollar un método directo y 
sensible de determinación de ácido hipúrico en orina, que sigue la ley de 
Lambert-Beer. La reacción colorimétrica desarrollada por Ogata para 
detección y estimación de niveles de concentración de ácido hipúrico tiene 
gran confiabilidad y sensibilidad ya que se encuentra registrado con el número 
8 300 en el manual de métodos analíticos del Instituto Nacional para la Salud y 
Seguridad Ocupacional.5, 6,7  
Astudillo realizó la curva de calibración de ácido hipúrico sobre los rangos de    
15 µg a 150 µg/mL para estandarizar el espectrofotómetro utilizado. Utilizó 
valores fijos de 10 concentraciones a 572 nm de longitud de onda y tomó las 
absorbancias de estas concentraciones. Preparó la solución madre 
disolviendo 0,1 g de ácido hipúrico en 100 mL de agua destilada, a su vez 
determinó que su método es mejor al de Ogata ya que la reacción 
colorimétrica no reacciona con ninguno de los componentes normales de la 
orina (urea, creatinina, glicina, ácido úrico) como sí lo hace el método de 
Ogata por utilizar una longitud de onda de 422 nm, sin embargo el método de 
Astudillo utiliza una absorbancia de 572 nm de longitud de onda donde ningún 
otro compuesto de la orina es detectado. El método propuesto por Astudillo 
puede realizarse directamente en orina, sin necesidad de realizar la extracción 
(como se realiza en el método de Ogata), además se puede aplicar en otros 
líquidos corporales como por ejemplo: en suero y líquido cefaloraquideo.8 
 13 
 
El método "Determinación de ácido fenilglioxílico, ácido mandélico, ácido 
hipúrico y ácidos metilhipúricos en orina - método de cromatografía líquida en 
fase reversa con detector de ultravioleta" es un método aceptado por el 
Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT) que ha sido 
sometido a un protocolo de estandarización por organizaciones oficiales 
competentes en el área de la normalización de métodos analíticos, o bien ha 
sido adoptado como método recomendado por asociaciones profesiones 
dedicadas al estudio y evaluación de riesgos por agentes químicos, así como 
aquellos métodos recomendados por la Unión Europea o basados en métodos 
ampliamente conocidos y evaluados por especialistas en este tipo de análisis.9 
Según R. J. Flanagan y col. Para la determinar ácido hipúrico en orina 
propone : ajustar el pH de 1 mL de muestra o patrón a pH 2 con ácido 
clorhídrico diluido y agregar cloruro de sodio hasta que la solución esté 
saturada. Agregar 2 mL de dietileter: metanol (9:1), mezclar en vortex durante 
1 minuto y centrifugar durante 5 minutos. Aspirar la capa superior de éter y 
colocarla en un tubo limpio, re-extrar la fase acuosa con una porción de 2 mL 
de dietileter: metanol (9:1). Juntar los extractos etéreos y agregar 1 mL a 
aproximadamente 0,5 g de la silica colocada en un tubo limpio. Evaporar el 
solvente bajo una corriente de aire o nitrógeno y agregar 3 mL del reactivo de 
p-dimetilaminobenzaldehído, calentar sobre una plancha calefactora a 135 °C 
durante 5 minutos. Enfriar, agregar 4 mL de metanol, mezclar en vortex 
durante 1 minuto y centrifugar durante 5 minutos.  
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Separar los extractos metanólicos y colocarlos en un tubo limpio. Re-extraer la 
sílice con una nueva porción de 4 mL de metanol. Combinar los extractos 
metanólicos y medir la absorbancia a 460 nm contra el blanco de orina. 
1.2. TOLUENO 
1.2.1. DESCRIPCIÓN 
Su nombre deriva del bálsamo del árbol Myroxylon balsamum (Bálsamo Tolú o 
bálsamo de Colombia) donde se encuentra formando resinas producto de su 
metabolismo. Henri Etienne Sainte-Claire Deville lo obtuvo por primera vez en 
1844 mediante destilación seca.10 
El tolueno es un hidrocarburo aromático que a condiciones normales de 
presión y temperatura es un líquido transparente, volátil e inflamable, la fuente 
principal es el petróleo crudo.11 
El tolueno es soluble en la mayoría de solventes orgánicos como el alcohol, 
benceno y éter pero muy poco soluble en agua.12 
Debido a su volatilidad lo hace una sustancia peligrosa para la salud;    
además las temperaturas mayores a 5 °C representan elevado riesgo de 
inflamabilidad.13 
Pertenece al grupo de los alquilbencenos, se diferencia del benceno por la 
presencia de un grupo metilo, esta diferencia estructural hace que el tolueno 
sea más liposoluble y menos volátil que el benceno.14 
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Figura 1. Estructura química del tolueno15 
 
1.2.2. USOS 
El tolueno es utilizado como solvente de aceites, resinas, alquitrán de hulla y 
asfalto, disolvente del caucho natural (mezclado con ciclohexano) y caucho 
sintético, se utiliza en la industria de las colas, neumáticos, ropas 
impermeables y calzado. Es usado como solvente y diluyente para pinturas, 
pegamentos, barnices de celulosa, tintas de fotograbado, pinturas, lacas, 
tintas e imprenta; también puede encontrarse en mezclas que se utilizan para 
productos de limpieza y como agentes de extracción de grasas en diversas 
industrias.13  
El tolueno es una importante materia prima para la síntesis orgánica, 
especialmente en la producción de cloruros de benzoilo y bencilideno,            
p-toluensulfocloramida sódica (cloramina T); 2, 4, 6-trinitrotolueno (TNT), 
tolueno diisocianato, fenol, ácido benzoico, sacarina, caprolactama (molécula 
del nylon), perfumes, detergentes y colorantes. Asimismo, es un componente 
de combustibles y refrigerantes utilizados en aviación y automóviles, en la 
industria petrolera y petroquímica.15 
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1.2.3. FUENTES DE EXPOSICIÓN 
Las fuentes de contaminación14 son los trabajos en donde se emplea el 
tolueno, tales como:  
-Preparación, extracción, rectificación de tolueno. 
-Empleo del tolueno como materia prima para obtener sus derivados. 
-Extracción de materias grasas, desengrasado de huesos, pieles, cueros, 
fibras, textiles, tejidos; limpieza en seco; desengrasado de piezas metálicas. 
-Preparación de disoluciones de caucho y de sus derivados; manipulación y 
empleo de estas disoluciones. 
-Fabricación y aplicación de barnices, pinturas, esmaltes, masillas, tintas,   
pegamentos, productos de mantenimiento y limpieza que contengan tolueno. 
-Empleo de tolueno como disolventes de resinas naturales o sintéticas. 
-Empleo de tolueno como deshidratante de alcoholes y otras sustancias 
líquidas o sólidas. 
-Empleo de tolueno como desnaturalizante. 
-Preparación de carburantes conteniendo hidrocarburos bencénicos, transvase 
y manipulación de tales carburantes.  
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1.2.4. TOXICOCINÉTICA DEL TOLUENO 
1.2.4.1. ABSORCIÓN 
El tolueno ingresa al cuerpo humano, a través del aparato respiratorio, 
digestivo y en menor proporción a través de la piel, la principal absorción se 
produce por exposición a los vapores, en promedio aproximadamente 50 % es 
absorbido por vía respiratoria.1, 16 
- Absorción por exposición inhalatoria: a una exposición dada de tolueno la 
concentración en los alveolos y sangre arterial incrementa rápidamente 
durante los primeros 10 - 15 minutos, a los 10 segundos de exposición es 
posible detectar tolueno en sangre arterial. Después de eso la concentración 
aumenta lentamente y alcanza un nivel constante después de unos 25 
minutos, durante este tiempo la retención es de 75 - 80 %, la tasa de retención 
disminuye tal cual el organismo se aproxima a un estado de equilibrio con 
respecto a la absorción, deposición y la excreción de tolueno y sus 
metabolitos. Después de 2 - 3 horas de exposición la tasa de retención cae a 
un nivel casi constante aproximadamente de 40 - 50 %. La tasa media de 
retención durante un período de 5 horas es aproximadamente de 50 %.16 
- Absorción por exposición oral: experimentos en animales han demostrado 
que el tolueno se absorbe más lento por tracto gastrointestinal que por los 
pulmones. La concentración máxima en sangre alcanza a las 2 horas de su 
administración oral. Su absorción puede ocurrir en la boca, el estómago y el 
intestino delgado.  
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La absorción es casi el 100 % en el que el 76 % recurre a la forma de ácido 
hipúrico en la orina y el 18 % es excretado en forma de vapores de tolueno por 
los pulmones.16, 17 
Turkall et al. (1991) informaron que más del 99 % de una única dosis de 
tolueno radiomarcado se eliminó en ratas a través de la orina o aire expirado, 
indicando una absorción casi total de la dosis de exposición.18 
- Absorción por exposición dérmica: el tolueno es absorbido lentamente a 
través de la piel. El rango de absorción del tolueno en humanos está entre         
14 y 23 mg/cm2/hora.19  
1.2.4.2. DISTRIBUCIÓN 
Su elevada liposolubilidad condiciona su fijación en el tejido adiposo y el 
sistema nervioso, observándose una mayor concentración en el tejido adiposo, 
seguido por la médula ósea, glándulas suprarrenales, riñones, hígado, cerebro 
y sangre. Traspasa la membrana alveolar. La mezcla sangre/aire se mantiene 
en una proporción de 12 - 15,6 a 37 ºC y entonces se distribuye por los 
diferentes tejidos en cantidades variables, que dependen de las características 
de perfusión y solubilidad respectivamente.14, 20, 21 
La proporción tejido/sangre es de 1 a 3, a excepción de aquellos tejidos ricos 
en grasas, que presentan un coeficiente de 80/100. El tolueno además puede 
atravesar la placenta y entrar en el feto, puede encontrarse también en la 
leche materna.  
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En los glóbulos rojos el tolueno aparece asociado con la hemoglobina, se cree 
que el tolueno interactúa con el núcleo hidrofóbico de la hemoproteína. La 
interacción del tolueno con los glóbulos rojos incrementa la cantidad de 
tolueno que puede ser transportado a las diferentes partes del cuerpo 
incluyendo el cerebro. El tolueno absorbido es distribuido a tejidos ricos en 
grasas y tejidos altamente vascularizados como el cerebro. 13, 14, 22 
1.2.4.3. TRANSFORMACIÓN Y METABOLISMO 
El 20 % del tolueno absorbido se excreta inmodificado por el aire espirado. La 
fracción retenida en el organismo (80 %) es metabolizada por la ruta del 
Sistema oxidante de etanol microsomal (MEOS), el cual requiere la enzima 
CYP2E1, parte de la familia de enzimas del citocromo P450 que hidroxila al 
tolueno en su cadena lateral a alcohol bencílico en casi al 90 %, 
posteriormente, las enzimas alcohol deshidrogenasa (ADH) y aldehído 
deshidrogenasa (AIDH) lo transforman en ácido benzoico que, por conjugación 
con la glicina, forma ácido hipúrico, que es el principal metabolito urinario 
debido a la excreción renal que suele producirse en los túbulos proximales. 
La hidroxilación del anillo para formar ortocresol o paracresol representa 
menos del 5 % del total de metabolitos formados.23  
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                           Figura 2. Ruta de detoxificación del tolueno24 
 
Según estudios in vitro el CYP2E1 es la más activa CYP isoenzima para 
formar el alcohol bencílico y el CYP1A2 es la más activa para formar 
ortocresol y paracresol.25 
Nakajima demostró que el CYP2E1, en bajas concentraciones de tolueno, 
contribuye con la formación de alcohol bencílico y paracresol; el CYP1A1/2 
contribuye con la formación del ortocresol y paracresol; y el CYP2B1/2 y el 
CYP2C11/6 (en altas concentraciones de tolueno) contribuye con la formación 
de alcohol bencílico, ortocresol y paracresol. También demostró que el 
CYP2E1 es el más activo en la formación de alcohol bencílico, seguido por el 
CYP2B6, CYP2C8, CYP1A2 y CYP1A1.  
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Las actividades del CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A3, CYP3A4 y 
CYP3A5, son negativas en el metabolismo del tolueno. El CYP1A2 también 
estuvo activo durante la formación de ortocresol y paracresol (22 % y 35 % del 
total de metabolitos). El CYP2E1 y CYP2B6 catalizaron la formación de 
paracresol (11 – 12 % del total de metabolitos).26 
Como se mencionó anteriormente, se piensa que el alcohol bencílico es 
convertido en ácido benzoico por las enzimas alcohol deshidrogenasa y 
aldehído deshidrogenasa, luego la formación del ácido hipúrico a partir del 
ácido benzoico es catalizada por las enzimas acilCoA sintetasa y acilCoA 
aminoácido N-aciltransferasa. La conjugación del ácido benzoico con el ácido 
glucurónico para formar benzoílo glucurónido es catalizado por la enzima UDP 
glucuronil transferasa. El hígado es el principal órgano donde ocurre el 
metabolismo del tolueno, y es sustentado por la alta concentración de CYP 
isoenzimas en comparación con otros órganos.26 
1.2.4.5. EXCRECIÓN 
El tolueno absorbido a través de esta vía inhalatoria es excretado 
principalmente en la orina en forma de metabolitos y el tolueno no 
metabolizado es excretado en el aire exhalado. El tolueno menos 
metabolizado es el que se encuentra en el tejido adiposo. Según Nise el 
promedio de  vida media del tolueno en el tejido adiposo es de 79 horas.1, 16, 27 
El ácido hipúrico se excreta por la orina con una vida media biológica de unas 
3 horas.  
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Su eliminación es completa a las 18 horas tras finalizar la exposición. La vida 
media biológica del tolueno en la sangre y el aire alveolar es de unas 20 
horas. 13, 28 
Se han propuesto numerosas pruebas biológicas para valorar la exposición al 
tolueno: investigación del ácido hipúrico, ácido benzoico y o-cresol urinario; 
investigación del ácido hipúrico en la sangre; y del tolueno en la sangre y en el 
aire espirado.1, 21 
La determinación del contenido de ácido hipúrico en la orina constituye un 
buen indicador biológico de exposición, teniendo en cuenta que pueden existir 
variaciones individuales y que la orina de trabajadores no expuestos puede 
contener ácido hipúrico procedente de alimentos, en especial frutas y 
hortalizas; además de alimentos que contienen preservantes como benzoatos 
y ácido benzoico.13, 29 
Actualmente, se señala como Valor Límite de Exposición diaria al tolueno 
(VLA-ED) 50 ppm (192 mg/m3), y por lo tanto, el Valor Límite Biológico de 
Exposición al tolueno, con base en el metabolito bioindicador del ácido 
hipúrico es de 1,6 g/g Creatinina, valor que fue propuesto por la AMERICAN 
CONFERENCE OF GOVERNMENTAL INDUSTRIAL HYGIENSTS en los 
Índices Biológicos de Exposición (Biological Exposure Indices, BEIs)             
del 2003. 1, 4, 30 
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1.2.5. TOXICODINAMIA DEL TOLUENO 
Los órganos designados críticos del tolueno son los pertenecientes al sistema 
nervioso debido a su elevada acumulación en los tejidos ricos en lípidos, el 
tolueno ejerce acción a nivel de los receptores postsinápticos. Inhibe la 
estimulación producida por la actividad normal de los receptores NMDA y 
nicotínicos, y además potencia la actividad de los receptores GABAA, glicina y 
5-HT3, por lo que potencia las funciones inhibitorias de los neurotransmisores 
que actúan en estos receptores.31, 32 
En la Tabla 1 y la Figura 3 se muestra de manera global, la interacción del 
tolueno con los principales receptores del sistema nervioso central y la manera 
en que actúa a nivel de los sistemas de neurotransmisión.31, 32 
Tabla 1. Efecto del tolueno sobre los receptores postsinápticos32   
NEUROTRANSMISOR RECEPTOR EFECTO DEL TOLUENO SOBRE 
EL RECEPTOR 
Glutamato Receptor NMDA ↓ Inhibe (Antagonista) 
Acetilcolina Receptor nicotínico ↓ Inhibe (Antagonista) 
Ácido Aminobutírico γ Receptor GABAA ↑ Activa (Agonista) 
Glicina Receptor Glicina ↑ Activa (Agonista) 
Serotonina Receptor 5-HT3 ↑ Activa (Agonista) 
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Figura 3. Mecanismo de acción del tolueno sobre diferentes receptores32 
1. Síntesis del neurotransmisor (NT) de glicina, glutamato, serotonina, GABA y 
acetilcolina. 2. Almacenamiento de vesículas. 3. Liberación del NT.                           
4. Receptores postsinápticos (donde el tolueno actúa como agonista o 
antagonista de los diferentes receptores). 5. Receptores presinápticos o 
autoreceptores (AR), que controlan la retroalimentación. 6. Recaptación del 
NT desde la hendidura sináptica.32 
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Además el tolueno bloquea los canales de sodio voltaje dependientes del 
corazón humano y de una manera dependiente del uso y la frecuencia está 
involucrada en efectos como la aparición de arritmias cardiacas y otras 
cardiopatías.33 
1.2.6. INTOXICACIÓN POR TOLUENO 
1.2.6.1. INTOXICACIÓN AGUDA 
Los informes de la exposición oral de tolueno en los seres humanos se limitan 
a casos de ingestión accidental aguda. Un informe del caso de un hombre de 
51 años que murió 30 minutos después de haber ingerido una gran cantidad 
de tolueno, la causa probable de la muerte fue grave depresión del sistema 
nervioso central.18, 34 
La toxicidad aguda se da por inhalación afectando el sistema nervioso central, 
el efecto puede ser depresivo o excitatorio, con euforia, alucinaciones 
seguidas de ataxia, confusión, mareos, somnolencia, trastornos del habla, 
visión borrosa, disminución de la agudeza visual, disminución de la 
discriminación visual, temblores, depresión respiratoria, convulsiones, coma y 
en casos graves, la muerte.35, 36 
La insuficiencia respiratoria aguda es una complicación rara de la exposición 
crónica al tolueno que puede ser letal si no se reconoce inmediatamente.37 
A menudo se ha ignorado la cardiotoxicidad del tolueno, especialmente en 
casos de abuso agudo lo cual produce arritmias y taquicardia ventricular.38, 39 
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Nielsen et al. (1985) investigó los efectos renales producto de exposición 
aguda al tolueno en pintores y trabajadores que fueron expuestos a             
382 mg/m3 de tolueno por 6,5 horas, concluyendo que no hay una relación 
causal entre la exposición aguda al tolueno y la excreción renal de albumina y 
una microglobunuria fue aparente durante la exposición de tolueno. Los 
resultados indican que en este estudio no hay una relación causal entre la 
exposición moderada al tolueno.40, 41 
1.2.6.2. INTOXICACIÓN CRÓNICA 
La aspiración frecuente de vapores de tolueno a largo plazo provoca daños 
permanentes en el cerebro y disfunción a nivel del sistema nervioso central. 
Los efectos observados en los casos de abusos incluyen atrofia del cerero, 
cerebelo y tronco encefálico, ataxia, descoordinación muscular, degeneración 
neuronal y desorden de personalidad.42 
La encefalopatía crónica asociada con el abuso prolongado del tolueno es 
particularmente importante porque parece ser un trastorno permanente e 
incapacitante relacionado con el daño de la materia blanca en el cerebro. Los 
estudios clínicos, neuropsicológicos y de resonancia magnética en 
toxicómanos han mostrado un daño relativamente específico a la sustancia 
blanca y un perfil consistente de deterioro neurológico y neuroconductual. 
Como resultado los seres humanos pueden desarrollar problemas con el 
lenguaje, la escucha, la visión, pérdida de la memoria y disminución en 
habilidad mental. 2, 35  
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Estudios indican que hay probabilidades significativas entre la discromatopsia 
adquirida y la exposición al tolueno.43 
Alteraciones hematológicas en porcentajes bajos son reportadas asociadas a 
la exposición a tolueno tales como macrocitosis, linfocitopenia, hipocromía, 
trombocitopenia a y leucopenia.44 
La IARC concluyó que no había pruebas suficientes en humanos para la 
carcinogenicidad de tolueno y como tal lo clasificó en el grupo 3 (No 
clasificable en cuanto a carcinogenicidad en seres humanos).45 
1.2.7. TRATAMIENTO 
En caso de inhalación trasladar al paciente hasta donde haya aire limpio. 
Observar si hay dificultades respiratorias. Si se desarrolla tos o dificultad 
respiratoria, evaluar la irritación en el tracto respiratorio, bronquitis o 
neumonitis. Si es necesario administrar oxígeno y ventilación asistida. Tratar 
los broncoespasmos con inhalación de agonistas beta 2 y con 
corticoesteroides por vía oral o parenteral. No utilizar la adrenalina como 
broncodilatador ya que es arritmogénica y el tolueno puede producir 
arritmias.46 
En caso de exposición oral se deben tener en cuenta las siguientes 
consideraciones: no provocar el vómito debido a la posibilidad de la aspiración 
del contenido gástrico. Cuando el paciente ha ingerido una gran cantidad de 
tolueno puede ser conveniente la aspiración del contenido gástrico con un 
tubo nasogástrico pequeño y flexible (debe protegerse las vías aéreas). 
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 La toxicidad potencial de la cantidad ingerida debe ser sopesada contra el 
considerable riesgo de aspiración.21 
El carbón (vegetal) activo puede inducir al vomito e incrementar el riesgo de 
aspiración. El carbón activo solo debería ser considerado después de una 
ingestión importante y reciente de tolueno. La intubación endotraqueal debería 
ser realizada primero en cualquier paciente con estado mental disminuido. 
Administrar una mezcla de carbón (vegetal) activo con agua (240 mL de 
agua/30g de carbón activo). (Dosis usual: 25 - 100 g en adultos/adolescentes, 
25 - 50 g en niños de 1 a 12 años y 1 g/kg en niños menores de un año).21 
En los pacientes que están inconscientes o con paro respiratorio se debe 
considerarla intubación orotraqueal o nasotraqueal para el control de las vías 
respiratorias.21, 46 
Tratamiento en caso de exposición por contacto con los ojos: Lavar los ojos 
con abundante agua al menos durante 15 minutos. Si en el paciente persiste 
la irritación, el dolor, la hinchazón, lagrimeo o fotofobia, este debe consultar 
inmediatamente a un oftalmólogo.46 
1.3. ESTANDARIZACIÓN 
Estandarizar un método de análisis consiste en verificar y documentar con los 
siguientes parámetros: Precisión, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, 
linealidad, límite de detección, límite de cuantificación, rango de aplicación, 
especificidad, que  conlleve un alto grado de seguridad, a la obtención de 
 29 
 
resultados precisos y exactos que permiten obtener información relevante y 
orientar el proceso de una estandarización propiamente dicha.47 
1.3.1. PARÁMETROS DE ESTANDARIZACIÓN 
1.3.1.1. PRECISIÓN  
Cuando realizamos una medida se deben obtener replicados, a partir de los 
cuales se puede observar el grado de concordancia que estos resultados 
tienen entre sí. Como se dijo anteriormente, este grado de concordancia se 
denomina precisión que por lo general, se expresa en términos de desviación 
estándar. La precisión se divide en dos parámetros que son repetibilidad y 
reproducibilidad.47 
1.3.1.2. REPETIBILIDAD                                                                                                     
Se define la repetibilidad como la desviación estándar obtenida al analizar una 
misma muestra varias veces, en un periodo de tiempo corto, sin cambiar de 
equipo de medida, reactivos o analista.47 
1.3.1.3. REPRODUCIBILIDAD 
La reproducibilidad se define como la desviación estándar obtenida al analizar 
varias veces la muestra en días distintos, pudiendo variar condiciones tales 
como el equipo, reactivos o analistas. Se habla de reproducibilidad 
interlaboratorio cuando las medidas se realizan en laboratorios distintos 
(ensayos de intercomparación).47, 48 
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La desviación estándar es una estadística confiable para expresar la precisión, 
la cual se expresa matemáticamente, las fórmulas de la desviación típica o 
estándar para datos no agrupados son de dos tipos muestral y poblacional, en 
este trabajo se hace uso de la desviación estándar muestral y se expresa de la 
siguiente manera: 
 
 
Donde: 
Xi: cada uno de los valores 
  : media 
S: desviación estándar 
n: número de elementos 
1.3.1.4. EXACTITUD 
La exactitud de un procedimiento analítico expresa la proximidad entre el valor 
que es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de 
referencia y el valor experimental encontrado. Se expresará como porcentaje 
de recuperación en la valoración de una cantidad conocida de analito añadida 
sobre la muestra o como la diferencia entre la media obtenida y el valor 
aceptado como verdadero junto a los intervalos de confianza. 47, 48 
La recuperación esperada depende de la matriz de la muestra, del 
procedimiento de preparación de la muestra y de la concentración del analito 
en la misma. Aunque es deseable alcanzar valores de recuperación cercanos 
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al 100 %, en algunas muestras de matrices complejas solo se obtienen valores 
del 50, 80 o 90 %. En estos casos es importante que aunque la recuperación 
sea baja, la precisión del método sea alta ya que entonces puede intentar 
aplicarse un factor de corrección. La desviación de la exactitud por exceso se 
produce cuando existen interferencias y la selectividad del método no es la 
adecuada, entonces se obtienen resultados superiores al valor verdadero, si 
se presenta este caso, si es posible, se debería modificar las condiciones del 
método para optimizar la selectividad o bien cambiar a otro alternativo que sea 
selectivo. La desviación de la exactitud por defecto suele producirse cuando la 
matriz de la muestra es compleja y la extracción del analito requiere varios 
pasos obteniéndose recuperaciones más bajas; cuando esto ocurre sería 
conveniente intentar optimizar la preparación de la muestra para mejorar el 
factor de recuperación. 47, 48 
1.3.1.5. LINEALIDAD 
La linealidad es la capacidad de un método de análisis, dentro de un 
determinado intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que 
sean proporcionales a la cantidad del analito que se habrá de determinar en la 
muestra de laboratorio. 47 
Con el fin de determinar el rango lineal se puede realizar mediante un gráfico 
de concentración versus respuesta, que se conoce como Función Respuesta 
(normalmente llamada recta de calibrado). Ésta se establece cada día con una 
cierta cantidad de valores formados por un blanco y los patrones de trabajos 
limpios de valor teórico conocido, que cubran el intervalo de trabajo.  
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En este sentido se recomienda abarcar valores desde cercano al cero y 
valores superiores al valor de interés. El número de puntos a analizar deberá 
ser establecido por el analista (en general, se utiliza un mínimo de 4 
valores).47,48 Luego de realizar el grafico se puede observar el comportamiento 
de la curva y establecer cualitativamente el rango lineal (figura 4). Después de 
establecer el comportamiento lineal del método se deberá realizar la Curva de 
trabajo o curva de calibración (figura 5). Graficar los datos de concentración de 
los estándares de calibración estimados v/s la lectura observada. 47 
 
 
 
 
 
 Figura 4. Comportamiento no lineal47  Figura 5. Comportamiento lineal47 
LINEALIDAD DE ESTANDARES 
      Cálculo de la recta de regresión: 
       
      Ecuación de la recta: 
                                    y = b x + a 
      Donde : 
 
      x : concentración del analito 
      y : valor de la absorbancia 
      b : valor de la pendiente de la recta 
      a : valor del intercepto de la recta con el eje  “y” 
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       Fórmulas para hallar b: 
 
 
 
 
        Fórmulas para hallar a: 
    
 
        Fórmulas para hallar “r”: 
 
 
  
 
 
Donde : 
      x : Concentración del analito 
      y : Valor de la absorbancia 
      r : Coeficiente de correlación 
n : número de elementos  
El límite de confianza para el estimador de la pendiente (b) se calcula en 
función de su varianza Sb: 
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 Intervalo de confianza de b = b ± t x Sb 
El límite de confianza para el estimador de la ordenada al origen (a)  se 
calcula en función de su varianza Sa : 
 
Intervalo de confianza de a = a ± t x Sa 
           
1.3.1.6. LÍMITE DE DETECCIÓN 
En general este término se define como la mínima concentración del analito 
detectable por el método. Su determinación es importante (particularmente en 
análisis de trazas) pero los problemas asociados con ella son diversos; estos 
problemas han sido estadísticamente estudiados y varios criterios de decisión 
han sido propuestos. Aunque ninguno es universal uno de los más aceptables 
es el de la concentración que correspondería a la medida del “promedio del 
blanco + 3s”. 47, 48 
El blanco es la señal emitida por el instrumento con una disolución que 
contiene las mismas especies que la muestra problema (pero sin el analito).  
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Para fines de estandarización se considera que deben hacerse 10 mediciones 
de blancos independientes, el valor de 3s se refiere a tres veces la desviación 
estándar al realizar la medición de estos blancos; cabe mencionar que la 
elección de estos blancos no siempre es fácil. 47, 48 
1.3.1.7. LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN 
Llamado también límite de determinación, se define como la más pequeña 
concentración del analito que puede ser determinada con un nivel de exactitud 
y precisión aceptables. Se considera como la concentración de analito que 
corresponde al valor del promedio del blanco más 10 veces la desviación 
estándar del mismo. 47 
Es importante hacer notar que ni el límite de detección ni el límite de 
cuantificación representan niveles a los cuales sea imposible la cuantificación 
del analito; el significado es que el límite de cuantificación representa la 
mínima concentración del analito que puede ser determinada con un aceptable 
nivel de incertidumbre. 47 
1.3.1.8. RANGO DE APLICACIÓN 
Establece desde dónde y hasta dónde el método funciona satisfactoriamente y 
para qué tipo de matriz. Intervalo de concentración del analito en la disolución 
que se mide, en el cual el método puede aplicarse con exactitud y precisión 
aceptables. 49 
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1.3.1.9. ESPECIFICIDAD 
En todo método analítico hay un paso fundamental en el que se produce la 
medida de una señal relacionada con la concentración (análisis cuantitativo) o 
la presencia (análisis cualitativo) de un determinado analito. A veces, la 
presencia de otros compuestos, química o físicamente similares al analito, 
pueden contribuir a dicha señal, pudiendo causar un error sistemático en la 
determinación del analito. Estos compuestos pasan a denominarse 
interferencias. Es por tanto necesario asegurarse de donde procede la señal 
que se está midiendo. De aquí surge el concepto de selectividad, 
entendiéndose como el parámetro que define de forma cualitativa la extensión 
en que otras sustancias interfieren en la determinación de un analito usando 
un método determinado. Al máximo de selectividad se le denomina 
especificidad; es decir, un método será específico cuando la señal medida 
solo proviene del analito de interés. 47 
1.4. IMPLEMENTACIÓN 
La Real Academia Española define implementar como “poner en 
funcionamiento, aplicar métodos, medidas, etc., para llevar algo a cabo”.49 
Al implementar se desarrolla y evalua de forma experimental que las 
características de desempeño del método cumplen con los requisitos para la 
aplicación prevista.50 
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II. PARTE EXPERIMENTAL 
 
2.1. MUESTRA DE ESTUDIO 
 
• Para realizar el presente trabajo de investigación experimental se recolectó 18 
muestras de orina de niños de 5 a 7 años de edad de la Institución Educativa 
Particular María Inmaculada Concepción del distrito de Villa El Salvador de la 
provincia y región de Lima, Perú. 
• Las muestras fueron recolectadas por la mañana en un volumen aproximado 
de 120 mL cada uno en frascos de polietileno estériles. 
• Cada muestra fue rotulada y refrigerada entre 2 – 8 °C. 
2.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS 
 
2.2.1. MATERIALES 
 
1. Tubos de ensayo de 13 x 100 mm 
2. Micropipetas de 100, 1000 y 5000 µL, marcas eppendorf Research plus 
3. Gradilla 
4. Matraz volumétrico de 25, 50, 100 y 250 mL, marca LBT 
5. Frascos de polietileno 
2.2.2. EQUIPOS 
 
1. Espectrofotómetro UV visible, marca Termo scientific modelo HELIOS ZETA  
2. Balanza analítica, marca A&D corporation limited, serie HR-250AZ 
(sensibilidad   0,1 mg)  
3. Centrífuga ROTOFIX 32 A 
4. Campana extractora 
5. Refrigeradora 
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2.2.3. REACTIVOS 
 
1. Piridina 99.5 % de pureza (Merck) 
2. Cloruro de sulfonilbenceno Q.P. (Merck) 
3. Ácido hipúrico 99,3 % de pureza (Merck) 
4. Etanol absoluto (Merck) 
5. Agua destilada (Ciatex) 
2.3. PARAMETRO DE INCLUSIÓN 
2.3.1. Orina de niños comprendidos entre 5 y 7 años de edad 
2.3.2. Niños sin patología renal 
2.3.2. Niños sin medicación 
 
2.4. PARAMETRO DE EXCLUSIÓN 
2.4.1. Jóvenes y adultos 
2.4.2. Niños con alguna patología renal  
2.4.3. Niños medicados 
2.4.4. Ingesta de alimentos enlatados 
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2.5. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
2.5.1. MÉTODO ANALÍTICO PARA DETERMINACIÓN DE ÁCIDO 
HIPÚRICO EN ORINA POR ESPECTROFOTOMETRÍA ULTRAVIOLETA 
VISIBLE 
 
2.5.1.1. MÉTODO 
 
El método fue realizado por espectrofotometría ultravioleta visible (Método 
8300 NIOSH,1994) 52, el cual permite detectar la absorción o emisión de 
radiación electromagnética a ciertas longitudes de onda, de tal manera que se 
puede (mediante relaciones matemáticas) determinar la concentración de una 
sustancia desconocida.51 Esta técnica fue evaluada a partir de parámetros de 
estandarización como son: Sensibilidad, precisión, exactitud, linealidad, límite 
de detección, límite de cuantificación, rango de aplicación, especificidad.50 
2.5.1.2. RANGO DE MEDICIÓN 
 
El rango de medición para el ácido hipúrico está comprendido entre                          
0,25 – 2,5 g/L. 
 
2.5.1.3. FUNDAMENTO DE LA REACCIÓN 
 
El ácido hipúrico forma complejo coloreado con cloruro de sulfonilbenceno en 
presencia de piridina formando un complejo coloreado que puede ser leído 
mediante el espectrofotómetro ultravioleta visible. El exceso de cloruro de 
sulfonilbenceno se detiene adicionando alcohol etílico posteriormente se lee a 
una absorbancia de 410 nm. 52 
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       Figura 6. Reacción de ácido hipúrico y cloruro de sulfonilbenceno14 
Figura 7. Reacción entre el etanol y cloruro de sulfonilbenceno14 
 
 
2.5.1.4. MUESTRAS CON VALOR DE ÁCIDO HIPÚRICO CONOCIDO 
 
Se contaminaron con ácido hipúrico estándar de referencia 18 muestras de 
orina (libres de ácido hipúrico) de niños comprendidos entre 5 a 7 años de 
edad de la Institución Educativa Particular María Inmaculada Concepción del 
distrito de Villa El Salvador de la provincia y región de Lima, Perú. 
 
2.5.1.5. ESTANDARES 
 
 
- Ácido hipúrico estándar de referencia: se hizo uso de este reactivo con 
una potencia de  99,3 % (Merck) como patrón de referencia para todos los 
ensayos.  
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2.6. PROCEDIMENTO DE LA IMPLEMENTACIÓN DEL MÉTODO DE 
DETERMINACIÓN DE ÁCIDO HIPÚRICO EN ORINA POR 
ESPECTROFOTOMETRÍA ULTRAVIOLETA VISIBLE 
 
2.6.1. ELABORACIÓN DE LA CURVA DE CALIBRACIÓN 
 
La curva de calibración muestra una relación entre la absorbancia y la 
concentración (calibrado). La relación se expresó por una función matemática 
con la cual se pudo interpolar una absorbancia conocida y con ello se calculó 
concentración desconocida. 
La solución stock se preparó a partir de  201,41 mg de ácido hipúrico al      
99,3 % en un matraz volumétrico de 100 mL y se llevó a volumen con agua 
destilada; debido a que la potencia del ácido hipúrico se encuentra al 99,3 %, 
la solución tuvo 201,41 x 99,3 % mg, equivalente a 200,00013 mg de ácido 
hipúrico por cada 100 mL de solución por lo tanto la solución stock fue de 
2,00013 mg/mL. 
Los estándares se prepararon diluyendo la solución stock en agua destilada 
de tal manera que se obtuvo concentraciones de: 0,1 g/L; 0,2 g/L; 0,5 g/L;    
1,0 g/L; 1,2 g/L; 1,5 g/L y estas se prepararon de la siguiente manera: 
 
 Estándar 1: Se realizó una dilución de 5 mL de la solución stock y se 
enrasó con agua destilada en un matraz volumétrico de 100 mL. 
 Estándar 2: Se realizó una dilución de 10 mL de la solución stock y se 
enrasó con agua destilada en un matraz volumétrico de 100 mL. 
 Estándar 3: Se realizó una dilución de 25 mL de la solución stock y se 
enrasó con agua destilada en un matraz volumétrico de 100 mL. 
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 Estándar 4: Se realizó una dilución de 50 mL de la solución stock y se 
enrasó con agua destilada en un matraz volumétrico de 100 mL. 
 Estándar 5: Se realizó una dilución de 60 mL de la solución stock y se 
enrasó con agua destilada en un matraz volumétrico de 100 mL. 
 Estándar 6: Se realizó una dilución de 75 mL de la solución stock y se 
enrasó con agua destilada en un matraz volumétrico de 100 mL. 
El rango de concentración para la curva de calibración es de 0,25 – 2,5 g/L 
Como blanco se utilizó alcohol etílico absoluto.  
Tabla 2. Preparación de estándares para la realización de la curva de 
calibración del método analítico propuesto para la determinación de 
ácido hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
  
Estándares Cálculos* 
Concentración de 
ácido hipúrico 
(mg/mL) 
Concentración 
final de ácido 
hipúrico (g/L) 
Stock 201,41 mg x 99.3 % 
100 mL 
2,00013 mg/mL 2,00013 g/L 
Estándar 1 2,00013 mg/mL x 5 mL 
                         100 mL 
0,10000 mg/mL 0,10000 g/L 
Estándar 2 2,00013 mg/mL x 10 mL 
                            100 mL 
0,20000 mg/mL 0,20000 g/L 
Estándar 3 2,00013 mg/mL x 25 mL 
                            100 mL 
0,50000 mg/mL 0,50000 g/L 
Estándar 4 2,00013 mg/mL x 50 mL 
                            100 mL 
1,0000 mg/mL 1,0000 g/L 
Estándar 5 2,00013 mg/mL x 60 mL 
                            100 mL 
1,2000 mg/mL 1,2000 g/L 
Estándar 6 2,00013 mg/mL x 75 mL 
                             100 mL 
1,5000 mg/mL 1,5000 g/L 
Blanco        Etanol absoluto 0,0000 mg/mL 0,0000 g/L 
        * Las diluciones fueron realizadas con agua destilada 
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Las muestras (orinas libres de ácido hipúrico) recolectadas de la Institución 
Educativa Particular antes mencionada fueron contaminadas con ácido hipúrico 
hasta obtener: 0,1 g/L; 0,2 g/L; 0,5 g/L; 1,0 g/L; 1,2 g/L y 1,5 g/L de ácido 
hipúrico por litro de orina y estas fueron analizadas por triplicado, en días 
diferentes y por 3 analistas distintos. 
Tabla 3. Preparación de las muestras  para la cuantificación de ácido 
hipúrico por el método analítico propuesto para la determinación de ácido 
hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
 
Muestras Cálculos** 
Concentración de 
ácido hipúrico 
(mg/mL) 
Concentración  
de ácido 
hipúrico (g/L) 
Muestra 1 
(M1) 
0,1007 mg x 99,3% 
100 mL 
0.1 mg/mL 0.1 g/L 
Muestra 2 
(M2) 
0,2014 mg x 99,3% 
100 mL 
0,2 mg/mL 0,2 g/L 
Muestra 3 
(M3) 
0,5035 mg x 99,3% 
100 mL 
0,5 mg/mL 0,5 g/L 
Muestra 4 
(M4) 
1,007 mg x 99,3% 
100 mL 
1,0 mg/mL 1,0 g/L 
Muestra 5 
(M5) 
1,2084 mg x 99,3% 
100 mL 
1,2 mg/mL 1,2 g/L 
Muestra 6 
(M6) 
1,5105 mg x 99,3% 
100 mL 
1,5 mg/mL 1,5 g/L 
Muestra 7 
(M7) 
0,1007 mg x 99,3% 
100 mL 
0.1 mg/mL 0.1 g/L 
Muestra 8 
(M8) 
0,2014 mg x 99,3% 
100 mL 
0,2 mg/mL 0,2 g/L 
Muestra 9 
(M9) 
0,5035 mg x 99,3% 
100 mL 
0,5 mg/mL 0,5 g/L 
Muestra 10 
(M10) 
1,007 mg x 99,3% 
100 mL 
1,0 mg/mL 1,0 g/L 
Muestra 11 
(M11) 
1,2084 mg x 99,3% 
100 mL 
1,2 mg/mL 1,2 g/L 
Muestra 12 
(M12) 
1,5105 mg x 99,3% 
100 mL 
1,5 mg/mL 1,5 g/L 
Muestra 13 
(M13) 
0,1007 mg x 99,3% 
100 mL 
0.1 mg/mL 0.1 g/L 
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** Las diluciones se realizaron con orinas libres de ácido hipúrico 
 
De cada uno de estas muestras se retiró 0,5 mL y se llevó con una micropipeta 
a cada tubo con su respectivo rotulado, a cada tubo se añadió 0,5 mL de 
piridina, así como también 0,2 mL de cloruro de bencensulfonilo, se 
homogenizó por un minuto y se dejó reposar por media hora, luego se añadió 
5,0 mL de etanol absoluto y se leyó por espectrofotometría ultravioleta visible a 
una longitud de onda de 410 nm, como blanco se utilizó orina libre de ácido 
hipúrico. 
Esta operación se realizó por triplicado por tres analistas en diferentes tiempos. 
La muestra se sometió a distintos procesos para alterar las concentraciones de 
la matriz de concentración conocida y se procedió a realizar la lectura de 
especificidad como indica la tabla 4.  
 
 
 
 
Muestra 14 
(M14) 
0,2014 mg x 99,3% 
100 mL 
0,2 mg/mL 0,2 g/L 
Muestra 15 
(M15) 
0,5035 mg x 99,3% 
100 mL 
0,5 mg/mL 0,5 g/L 
Muestra 16 
(M16) 
1,007 mg x 99,3% 
100 mL 
1,0 mg/mL 1,0 g/L 
Muestra 17 
(M17) 
1,2084 mg x 99,3% 
100 mL 
1,2 mg/mL 1,2 g/L 
Muestra 18 
(M18) 
1,5105 mg x 99,3% 
100 mL 
1,5 mg/mL 1,5 g/L 
Blanco Orina libre de ácido 
hipúrico 
1,5 mg/mL 1,5 g/L 
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Tabla 4. Ensayos propuestos para determinar la especificidad del método 
analítico propuesto para la determinación de ácido hipúrico en orina por 
espectrofotometría ultravioleta visible 
 
Ensayo Procedimiento Numero de 
ensayos 
Degradación por calor Se somete la muestra a 60°C x 6 
horas 
 
3 
Degradación por oxidantes Se adicional a la muestra peróxido 
de hidrogeno 
 
3 
Degradación por pH Se le adiciona a la muestra ácido y 
bases (pH = 1 y pH =9) 
 
3 
Degradación por contaminación Se incorpora a la muestra 3 
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                                           Homogenizar x 1 min y reposar por 30 min 
   
                                          Homogenizar x 1 min y centrifugar por 5 min a 1500 RPM 
                                                                                                 Según 8 300 NIOSH 
Figura 8.  Procedimiento para la cuantificación de ácido hipúrico por el 
método analítico propuesto para la determinación de ácido hipúrico en 
orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
 
 
 
 
 
 
 
Estándar 1 
Estándar 2 
Estándar 3 
Estándar 4 
Estándar 5 
Estándar 6 
0,5 mL  estándar 
Solución 
stock 
Orina en agua 
destilada (1:4) 
0,5 mL  orina diluida 
0,5 mL Piridina 
0,2 mL Cloruro de Sulfonilbenceno 
5 mL  Etanol 
Leer a 410 nm de absorbancia 
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2.6.2. DETERMINACIÓN DE LA LONGITUD DE ONDA ÓPTIMA 
Considerando que la absorción de soluciones de coloración amarillenta se da 
entre los rangos de 350 y 500 nm, se optó  por utilizar  las soluciones de       
0,1 g/L y  1,5 g/L de ácido hipúrico estándar, las que fueron sometidas a  a 
diferentes longitudes de onda como: 350 nm; 360 nm; 370 nm; 380 nm; 390 
nm; 400 nm; 410 nm; 420 nm; 430 nm; 440 nm; 450 nm; 460 nm; 470 nm; 480 
nm; 490 nm y 500 nm, de las cuales se obtuvo una mayor absorción a 410 nm, 
por la que se consideró como la longitud de onda óptima para el desarrollo del 
método propuesto. 
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III. RESULTADOS 
 
El límite de detección del ácido hipúrico fue de 0,005 g/L y el límite de 
cuantificación fue de 0,075 g/L. 
El rango de aplicación comprende desde 0,1 g/L hasta 1,5 g/L a partir de 
concentraciones mayores a 1,5 g/L ya no cumple con la linealidad del método 
como se observa en la figura 9. 
Tabla 5. Rango de aplicación obtenido del método analítico propuesto 
para la determinación de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría 
ultravioleta visible 
 
 
La tabla 6 nos indica las absorbancias obtenidas por los analistas 1, 2 y 3 en 
las distintas concentraciones del ácido hipúrico en orina.  Las tablas 7, 8 y 9; 
figuras 9, 10 y 11 hacen referencia a los resultados obtenidos de los analistas 
1, 2 y 3, respectivamente. 
 
 
 
 
CONCENTRACIÓN (g/L) ABSORBANCIAS OBTENIDAS 
0,1 0,079 
0,2 0,146333333 
0,5 0,485 
1,0 1,023333333 
1.2 1,26 
1,5 1,53 
1,75 1,64 
2,0 1,68 
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Figura 9. Rango de aplicación obtenido del método analítico propuesto 
para la determinación de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría 
ultravioleta visible 
 
 
Tabla 6. Absorbancias obtenidas del proceso de estandarización del 
método analítico propuesto para la determinación de ácido hipúrico en 
orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
 
 
CONCENTRACIÓN 
DE ÁCIDO 
HIPÚRICO (g/L) 
 
ANALISTA 1 
DÍA 1 
 
 
ANALISTA 2 
DÍA 2 
 
 
ANALISTA 3 
DÍA 3 
 
ABSORBANCIAS ABSORBANCIAS ABSORBANCIAS 
0,1 0,079 0,078 0,080 0,06 0,09 0,08 0,08 0,085 0,07 
0,2 0,146 0,146 0,147 0,161 0,14 0,14 0,11 0,17 0,14 
0,5 0,48 0,485 0,49 0,5 0,45 0,47 0,41 0,48 0,53 
1,0 1,01 1,03 1,03 1,06 1,09 1,08 1,09 1,06 1,05 
1,2 1,27 1,24 1,27 1,27 1,28 1,3 1,3 1,29 1,31 
1,5 1,51 1,55 1,53 1,51 1,53 1,56 1,55 1,59 1,58 
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Figura 10. Ecuaciones de recta Concentración vs Absorbancia obtenidos 
por triplicado del Analista 1 durante la implementación del método 
analítico propuesto para la determinación de ácido hipúrico en orina por 
espectrofotometría ultravioleta visible 
 
Tabla 7. Estadística de las absorbancias obtenidas del analista 1 durante 
la implementación del método analítico propuesto para la determinación 
de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
Concentración (g/L) 0,1 0,2 0,5 1,0 1,2 1,5 
Promedio 0,079 0,146 0,485 1,023 1,260 1,530 
Desviación estándar  0,001 0,001 0,005 0,012 0,017 0,020 
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Figura 11. Ecuaciones de recta Concentración vs Absorbancia obtenidos 
por triplicado del Analista 2 durante la implementación del método 
analítico propuesto para la determinación de ácido hipúrico en orina por 
espectrofotometría ultravioleta visible 
 
Tabla 8. Estadística de las absorbancias obtenidas del analista 2 durante 
la implementación del método analítico propuesto para la determinación 
de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
Concentración (g/L) 0,1 0,2 0,5 1,0 1,2 1,5 
Promedio 0,077 0,147 0,473 1,077 1,283 1,533 
Desviación estándar 0,015 0,012 0,025 0,015 0,015 0,025 
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Figura 12. Ecuaciones de recta Concentración vs Absorbancia obtenidos 
por triplicado del Analista 3 durante la implementación del método 
analítico propuesto para la determinación de ácido hipúrico en orina por 
espectrofotometría ultravioleta visible 
 
Tabla 9. Estadística de las absorbancias obtenidas del analista 3 durante 
la implementación del método analítico propuesto para la determinación 
de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
Concentración (g/L) 0,1 0,2 0,5 1,0 1,2 1,5 
Promedio 0,078 
 
0,140 
 
0,473 
 
1,067 
 
1,300 
 
1,573 
 
Desviación estándar 0,008 0,030 0,060 
 
0,021 
 
0,010 
 
0,021 
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Tabla 10. Precisión de los analistas 1, 2 y 3 durante la implementación del 
método analítico propuesto para la determinación de ácido hipúrico en 
orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
Concentración  (g/L) 0,1 0,2 0,5 1,0 1,2 1,5 
A1 0,079 0,146 0,480 1,010 1,270 1,510 
A2 0,078 0,146 0,485 1,030 1,240 1,550 
A3 0,080 0,147 0,490 1,030 1,270 1,530 
Promedio 0,079 0,146 0,485 1,023 1,260 1,530 
desviación estándar  0,001 0,001 0,005 0,012 0,017 0,020 
Coeficiente de 
variación (%) 
1,266 0,395 1,031 1,128 1,375 1,307 
 
Tabla 11. Exactitud del método analítico propuesto para la determinación 
de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible por 
ensayo de recuperación 
 
Muestras 
Muestra 
contaminada con 
0,1 g/L de ácido 
hipúrico 
Muestra contaminada 
con 0,25 g/L de ácido 
hipúrico 
Muestra contaminada 
con 0,5 g/L de ácido 
hipúrico 
Absorbancias 0,134 0,271 0,508 
0,133 0,274 0,506 
0,134 0,272 0,508 
Absorbancia. 
Media 0,134 0,272 0,504 
Desviación 
estándar 0,001 0,002 0,001 
Coeficiente 
de variación 
(CV) 
0,432 0,561 0,229 
Porcentaje de 
recuperación 
(%) 
97,90 98,20 98,42 
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Tabla 12. Precisión intermedia (reproducibilidad) del método analítico 
propuesto para la determinación de ácido hipúrico en orina por 
espectrofotometría ultravioleta visible por ensayo de recuperación 
Concentración  
(g/L) 0,1 0,2 0,5 1,0 1,2 1,5 
Analista 1 0,079 0,146 0,485 1,023 1,260 1,530 
Analista 2 0,077 0,147 0,473 1,077 1,283 1,533 
Analista 3 0,078 0,140 0,473 1,067 1,300 1,573 
Promedio 0,078 0,144 0,477 1,056 1,281 1,546 
Desviación 
estándar 
0,001 0,004 0,007 0,028 0,020 0,024 
Coeficiente de 
variación (%) 1,541 2,675 1,411 2,686 1,568 1,560 
 
La curva de calibración (Figura 13) se obtuvo por la absorbancia de diferentes 
concentraciones de ácido hipúrico en el intervalo de 0,1 a 1,5 g/L. Se obtuvo el 
valor de 0,9989 para el coeficiente de determinación (r2), así como el 
coeficiente de variación de 1,27 %. La linealidad determina la región de la 
curva respuesta o de cuantificación en la existe relación directa entre la señal 
instrumental y la concentración del producto analizado, siendo un método 
lineal cuando presenta una r 2> 0,99. 
El análisis estadístico de regresión (Anexo 1) determinó un intercepto de         
- 0,04354 que es significativamente diferente de cero (valor p ≤ 0.05). El valor 
de la pendiente 1,0633 resultó ser significativo con una probabilidad menor 
que 0,05, es decir 0,000. 
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Figura 13. Curva de calibración del método analítico propuesto para la 
determinación de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría 
ultravioleta visible 
Para los parámetros de repetibilidad y reproducibilidad (Tabla 14) se apreciaron 
valores de CV = 1,08 % y la reproducibilidad 1,91 %. 
Tabla 13. Parámetros de estandarización en función del coeficiente de 
variación (CV) 
PARÁMETROS DE 
ESTANDARIZACIÓN 
CRITERIO ESTABLECIDO EN 
FUNCIÓN DEL COEFICIENTE DE 
VARIACIÓN (CV) 
COEFICIENTE  
DE RECOBRO 
Linealidad ≤ 1.5 97-103 % 
Repetibilidad ≤ 1.5 97-103 % 
Reproducibilidad ≤ 3,0 97-103 % 
Exactitud ≤ 3,0 97-103 % 
 
 
 
y = 1.0633x - 0.04354 
R² = 0.9986 
0.00
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0.40
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Tabla 14. Parámetros del proceso de estandarización del método analítico 
propuesto para la determinación de ácido hipúrico en orina por 
espectrofotometría ultravioleta visible 
 PARÁMETROS DETERMINADOS EN LA ESTANDARIZACIÓN 
 LINEALIDAD 
(%) 
REPETIBILIDAD   
(%) 
REPRODUCIBILIDAD 
(%) 
EXACTITUD 
(%) 
Método 
propuesto para 
cuantificar 
ácido hipúrico  
r = 0,9993 
 
  R = 98,1 
r2 = 0,9986 
 
  CV = 3,0 
CV = 1,27    CV = 1,08     CV = 1,91  
 
Criterios  
establecidos 
r ≥ 0,99    
r2 ≥ 0,98   R = 97 – 103 
CV ≤ 1,5      CV ≤ 1,5      CV ≤ 3,0 CV ≤ 3,0 
 
Tabla 15. Resumen de parámetros del método estandarización e 
implementación de un método analítico para determinación de ácido 
hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
PARÁMETROS DE 
ESTANDARIZACIÓN 
 
RESULTADOS 
 
CRITERIO ESTABLECIDO EN  
FUNCIÓN DEL COEFICIENTE DE  
VARIACIÓN (CV) 
COEFICIENTE 
DE RECOBRO 
Linealidad 1,27 ≤ 1,5 
98,1 % 
Repetibilidad 1,08 ≤ 1,5 
Reproducibilidad 1,91 ≤ 3,0 
Exactitud 3,0 ≤ 3,0 
 
Tabla 16. Aceptación de la hipótesis nula (H0) y rechazo de la hipótesis 
alternativa (H1) del método analítico propuesto para la determinación de 
ácido hipúrico en orina por espectrofotometría ultravioleta visible 
 LINEALIDAD REPETIBILIDAD    REPRODUCIBILIDAD  EXACTITUD 
H0 µ  ≥  0,98 µ  ≤ 1,5 µ  ≤ 1,5 µ  ≤ 3,0 97 ≤ µ  ≤ 103 µ  ≤ 3,0 
H1 µ  <  0,98 µ  > 1,5 µ  > 1,5 µ  > 3,0 97 > µ  > 103  µ  > 3,0 
Resultado       r2 = 0,9986 CV = 1,27 CV = 1,08 CV = 1,91 R = 98,1 CV = 3,0 
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Por su parte la exactitud (Tabla 11), brindó valores de coeficientes de recobro R 
de 97,90; 98,20 y 98,2 %, así como coeficiente de variación de 0,432; 0,561 y 
0,229 para las concentraciones de 0,1; 0,25 y 0,5 g/L de patrón, 
respectivamente. El porcentaje de ácido hipúrico recuperado muestra que el 
método presenta exactitud, es decir, que los valores obtenidos en la 
determinación están próximos al valor verdadero. 
La linealidad determina la región de la curva respuesta o de cuantificación en 
que hay relación directa entre la señal instrumental y la concentración del 
producto analizado. En la evaluación de linealidad del método se pudo 
constatar que los valores de coeficientes de correlación r para el método 
evaluado, se acercaron bastante a la unidad, además de obtener coeficientes 
de determinación R2, coeficientes de variación, pendientes e interceptos dentro 
de los límites exigidos. Por lo tanto, se puede afirmar que existe una buena 
correlación entre la concentración y la respuesta obtenida (valores de 
absorbancia). 
La precisión, evaluada como repetibilidad y reproducibilidad, mostró resultados 
satisfactorios, pues los coeficientes de variación determinados en ambos 
métodos cumplieron con el criterio de aceptación. 
El método demuestra que los resultados obtenidos están comprendidos dentro 
del intervalo de la hipótesis nula por lo tanto se rechaza la hipótesis 
alternativa. 
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La exactitud da cuenta de la proximidad entre el resultado obtenido por un 
método y el valor “real”. Es un parámetro que expresa la proximidad de la 
media de una serie de resultados obtenidos con el método al valor real. Este 
parámetro se evaluó por medio del coeficiente de recobro R y el coeficiente de 
variación CV. Como se puede evidenciar en la Tabla 14, los métodos 
propuestos son exactos, ya que los valores de porcentajes de recobro y 
coeficientes de variación se encuentran dentro del intervalo establecido. 
En el caso de la especificidad del método a los productos de degradación se 
demostró la no existencia de diferencias significativas entre las lecturas 
obtenidas de ácido hipúrico y las que contienen productos de degradación. 
Esto confirma que los productos de degradación no interfieren en la 
cuantificación del ácido hipúrico lo que guarda relación con lo propuesto por 
NIOSH.  
Tabla 17. Especificidad del método analítico propuesto para la 
determinación de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría 
ultravioleta visible 
 
Ensayo Resultado 
Degradación por calor No se reportó interferencia en los resultados 
 
Degradación por oxidantes No se reportó interferencia en los resultados 
 
Degradación por pH No aplica 
 
Degradación por contaminación No se reportó interferencia en los resultados 
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IV. DISCUSIÓN 
 
En el presente trabajo se desarrolló una técnica analítica que utiliza menos 
reactivos, menor cantidad de tiempo el cual permite procesar mayor número 
de muestras en comparación con el método de R. J. Flanagan y col.. 
La curva de calibración cumple con la ley de Lambert-Beer en un rango de 
absorbancia de 0,000 y no más de 2,000. 
En cuanto al análisis de varianza (Anexo 2) para evaluar la precisión entre tres 
analistas, no se presentó diferencias estadísticamente significativas,          
(valor p ≥ 0,05) lo que implica que el método es preciso considerando el 
criterio estadístico de Levone. 
No se encontró diferencias estadísticas en las cuantificaciones de ácido 
hipúrico de muestras de orina evaluadas por el método propuesto por los tres 
analistas en diferentes días del mismo modo que refiere Levone (Anexo 3). 
La pendiente de la recta (y = bx + a) es estadísticamente distinta de cero, , si  
b = 0 significaría que la ecuación de la recta quedaría de la forma y = 0x + a 
<=˃ y = a, por lo tanto la ecuación sería paralela al eje de las abscisas y con 
ello no se tendría la regresión lineal conforme se establece en los criterios 
matemáticos y estadísticos. 
 
 
 
 60 
 
V. CONCLUSIONES 
 
1. El método de estandarización e implementación de un método analítico 
para determinación de ácido hipúrico en orina por espectrofotometría 
ultravioleta visible cumple con los parámetros de estandarización: Precisión, 
repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, linealidad, especificidad; al 98,1 %  
del porcentaje de recobro en función al coeficiente de variación calculado. 
 
2. Se implementó el método de estandarización e implementación de un 
método analítico para determinación de ácido hipúrico en orina por 
espectrofotometría ultravioleta visible, desarrollando y evaluando los 
parámetros de estandarización  en función al coeficiente de variación de 
cada parámetro de estandarización realizado. 
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VI. RECOMENDACIONES 
 
1. Implementar el uso de la técnica analítica estandarizada en esta 
monografía para el análisis de ácido hipúrico en orina en el Centro de 
Información, Control Toxicológico y Apoyo a la Gestión Ambiental (Cicotox) 
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos proporcionando de esta 
manera un manejo eficiente de tiempos de análisis y costos. 
 
2. Para una mayor familiarización con el método preparar una solución 
intermedia de 1,0 g/L o 1,2 g/L, con ello nos daremos cuenta si nuestras 
muestras a analizar están por encima o por debajo de esta solución 
intermedia. 
 
3. Es un método que no implica un costo elevado, como un HPLC, en su 
realización y que puede ser reproducible en laboratorios de baja 
complejidad en un menor tiempo en comparación con otros métodos 
espectrofotométricos y que además es muy confiable en su realización y 
obtención de resultados. 
4. Desarrollar un programa de estandarización de las técnicas analíticas  
debido al aumento de analitos para dar resultados con un mejor 
performance en tiempo y costo. 
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VII. ANEXOS 
Anexo 1. Análisis de regresión: Absorbancia vs. Ácido hipúrico (g/L)  
 
Análisis de Varianza 
 
Fuente                GL  SC Ajust.  MC Ajust.   Valor F  Valor p 
Regresión              1    5.47792    5.47792  11251.51    0.000 
  Ác. hipúrico (g/L)   1    5.47792    5.47792  11251.51    0.000 
Error                 16    0.00779    0.00049 
  Falta de ajuste      4    0.00607    0.00152     10.59    0.001 
  Error puro          12    0.00172    0.00014 
Total                 17    5.48571 
 
 
Resumen del modelo 
 
                       R-cuad.  R-cuad. 
        S  R-cuad.  (ajustado)   (pred) 
0.0220649   99.86%      99.85%   99.81% 
 
 
Coeficientes 
 
                               EE del 
Término                 Coef    coef.  Valor T  Valor p   VIF 
Constante           -0.04354  0.00914    -4.76    0.000 
Ác. hipúrico (g/L)    1.0633   0.0100   106.07    0.000  1.00 
 
 
Ecuación de regresión: Y = a + bx 
 
Absorbancia = -0.04354 + 1.0633 Ác. hipúrico (g/L) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 69 
 
Analista 3
Analista 2
Analista 1
1.00.90.80.70.60.50.4
Valor p 0.987
Prueba de Bartlett
a
n
a
li
st
a
Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.
Prueba de varianzas iguales: Abs. analista vs. analista
Anexo 2. Análisis estadístico de la precisión entre analistas  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Análisis de Varianza 
 
Fuente    GL  SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 
analista   2     0.0030   0.001485     0.00    0.996 
Error     51    17.1245   0.335775 
Total     53    17.1275 
 
 
 
 
Medias 
 
analista     N  Media  Desv.Est.     IC de 95% 
Analista 1  18  0.754      0.568  (0.480, 1.028) 
Analista 2  18  0.765      0.579  (0.491, 1.039) 
Analista 3  18  0.772      0.591  (0.498, 1.046) 
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Analista 1
Analista 2
Analista 3
0.400.350.300.250.20
Valor p 0.936
Valor p 0.959
Comparaciones múltiples
Prueba de Levene
Prueba de varianzas iguales: Analista 3, Analista 2, Analista 1
Múltiples intervalos de comparación para la desviación estándar, α = 0.05
Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.
Anexo 3. Análisis estadístico de la determinación de ácido  hipúrico en muestras de orina 
ejecutado por tres analistas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Análisis de Varianza 
 
Fuente  GL  SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 
Factor   2    0.00088   0.000439     0.01    0.995 
Error   51    4.13531   0.081085 
Total   53    4.13619 
 
 
 
Medias 
 
Factor       N   Media  Desv.Est.      IC de 95% 
Analista 1  18  0.6123     0.2876  (0.4776, 0.7471) 
Analista 2  18  0.6191     0.2936  (0.4844, 0.7539) 
Analista 3  18  0.6095     0.2727  (0.4748, 0.7442) 
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Anexo 4. Resultados de absorbancias de muestras de orina 
 
Orina Analista 1 Analista 2 Analista 3 
Muestra 1 
(M1) 0.298 0.313 0.307 
Muestra 1 
(M1) 0.301 0.285 0.311 
Muestra 1 
(M1) 0.288 0.297 0.3 
Muestra 2 
(M2) 0.363 0.374 0.368 
Muestra 2 
(M2) 0.358 0.34 0.372 
Muestra 2 
(M2) 0.365 0.349 0.373 
Muestra 3 
(M3) 0.459 0.457 0.457 
Muestra 3 
(M3) 0.463 0.457 0.448 
Muestra 3 
(M3) 0.452 0.472 0.45 
Muestra 4 
(M4) 0.682 0.68 0.681 
Muestra 4 
(M4) 0.668 0.68 0.68 
Muestra 4 
(M4) 0.665 0.665 0.693 
Muestra 5 
(M5) 0.76 0.754 0.78 
Muestra 5 
(M5) 0.783 0.93 0.784 
Muestra 5 
(M5) 0.772 0.76 0.762 
Muestra 6 
(M6) 1.124 1.121 0.984 
Muestra 6 
(M6) 1.127 1.14 1.118 
Muestra 6 
(M6) 1.094 1.07 1.103 
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Anexo 5. Certificado de análisis del ácido hipúrico 
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Anexo 6. Certificado de análisis de piridina (página 1) 
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Anexo 7. Certificado de análisis de piridina (página 2) 
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Anexo 8. Certificado de análisis de cloruro de sulfonilbenceno 
 
